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В статье исследуется стабильность 
цЦМФ при действии деструктирующих 
агентов (гидролиз, окисление, нагрева-
ние, действие тяжелых металлов). 
Описано определение порядка реакции и 
расчет констант скоростей разрушения 
цЦМФ. Основные продукты деструкции 
цЦМФ определены при помощи метода 
ВЭЖХ с фотодиодноматричным и масс-
спектрометрическим детектированием. 
 
ВВЕДЕНИЕ 
 
Циклоцитидинмонофосфат (цЦМФ) 
является синтетическим аналогом пирими-
динового нуклеозида, обладает активно-
стью в отношении вирусов герпеса челове-
ка, включая вирус Herpes Simplex типов 1 
и 2, вирус Varicella Zoster. Лекарственное 
средство эффективно в случае резистент-
ности возбудителя к ацикловиру [1]. Раз-
работка синтеза субстанции циклоцити-
динмонофосфата и изучение противови-
русной активности на культурах клеток по 
отношению к вирусу Herpes Simplex осу-
ществлено в научно-фармацевтическом 
центре РУП «Белмедпрепараты». Разрабо-
таны и выпускаются две лекарственные 
формы: мазь 5% для наружного примене-
ния и 3% глазная мазь [1]. 
С целью определения основных 
примесей в субстанциях лекарственных 
средств, образующихся под воздействием 
физических и химических процессов (гид-
ролиз, окисление, воздействие температу-
ры и света), в странах с развитой фарма-
цевтической промышленностью проводят 
стресс-тесты (stress-testing). При проведе-
нии стресс-теста на устойчивость цЦМФ к 
действию деструктирующих агентов ис-
пользовали рекомендации, приведенные в 
литературе [2–4]. Согласно этим рекомен-
дациям, устойчивость веществ к действию 
кислот и щелочей проверяется либо при 
комнатной температуре в течение 2 недель 
[3], либо при нагревании c кислотами и 
щелочами различной концентрации 
(0,01М…5М) в течение от 2 до 24 часов 
[4]. Устойчивость к действию окислителей 
проверяется при взаимодействии вещества 
с пероксидом водорода 0,1-2% в течение 
24 часов при комнатной температуре [3] 
или при концентрации пероксида водорода 
1-30% при нагревании [4], также проверя-
ется действие катионов металлов (Cu2+ и 
Fe3+) на процесс деструкции вещества. 
Вещество считается устойчивым к дейст-
вию деструктирующего агента, если в те-
чение срока хранения разрушается не бо-
лее 10-15% вещества. 
 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
 
В работе использовали стандартные 
образцы («Sigma» и «Merck») (цитидин, 
цитозин, цитидинмонофосфат); а также 
циклоцитидин и циклоцитидинмонофос-
фат, синтезированные в лаборатории тех-
нологии биологически активных веществ 
научно-фармацевтического центра РУП 
«Белмедпрепараты». 
Для проведения стресс-теста на ус-
тойчивость цЦМФ к действию кислот и 
щелочей готовили 0,02% растворы цЦМФ 
в 0,1 и 0,01 M HCl (кислая среда, рН=1,1 и 
2,1, соответственно), в бидистиллирован-
ной воде (нейтральная среда), в 0,01 M 
Na2HPO4 и в 0,01 и 0,1 М NaOH (щелочная 
среда, рН=9,0; 11,7 и 12,5, соответствен-
но). К действию окислителей – 0,02% рас-
творы цЦМФ в 1% и 3% пероксида водо-
рода; к действию катионов тяжелых ме-
таллов – 0,02% растворы цЦМФ в 0,05 M 
растворах Fe2(SO4)3 и CuCl2. Растворы 
хранили в защищенном от света месте при 
комнатной температуре в течение 2 недель 
(проводили периодический контроль). Рас-
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твор цЦМФ в бидистиллированной воде 
также подвергали нагреванию на водяной 
бане при температуре (85±5)ºС в течение 6 
часов. Исходные концентрации цЦМФ в 
растворах определяли через 5-10 минут 
после приготовления растворов. Далее 
растворы разливали в пенициллиновые 
флаконы до верха, плотно укупоривали и 
хранили в защищенном от света месте в 
течение срока. 
Анализ выполняли на жидкостном 
хроматографе фирмы Agilent HP 1100, в 
комплекте с системой подачи и дегазации 
на четыре растворителя G1311A, диодно-
матричным детектором G1315B, термоста-
том колонок G1316A, устройством для ав-
томатического ввода образцов (автосэм-
плер) G1313A по разработанной методике 
[5]. Сбор данных, обработка хроматограмм 
и спектров поглощения проводилась с по-
мощью программы Agilent ChemStation for 
LC 3D. 
Идентификацию продуктов дест-
рукции цЦМФ осуществляли путем срав-
нения хроматографических характеристик 
(коэффициент удерживания, асимметрия 
пика на хроматограмме), спектров погло-
щения в ультрафиолетовой области и масс-
спектров продуктов деструкции цЦМФ со 
стандартными веществами. 
Масс-спектры цЦМФ и примесей 
записывали в положительном режиме на 
жидкостном хроматографе фирмы Waters с 
масс-спектрометрическим детектором Wa-
ters Micromass ZQ 2000 и диодно-
матричным детектором Waters 996. ПФ: 
бидистиллированная вода, значение 
рН=3,0 создавали при помощи ледяной ук-
сусной кислоты, колонка Zorbax Stable-
Bond C-8 250×4,6 мм, размер частиц 5 мкм, 
скорость подачи ПФ 0,5 мл/мин, темпера-
тура колонки 20°С, объем пробы 10 мкл). 
Полученные хроматограммы веществ бы-
ли соотнесены с хроматограммами, полу-
ченными по стандартной методике (време-
на удерживания веществ приведены для 
стандартной методики).  
 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
 
Определение порядка реакций и 
расчет констант скоростей реакций дест-
рукции цЦМФ 
Порядок реакций определяли гра-
фическим методом. Для реакции нулевого 
порядка прямолинейная зависимость со-
блюдается для уравнения k×t =C0 – C, для 
реакции первого порядка k×t =ln(C0/C), для 
реакции второго порядка k×t =(1/C – 1/C0), 
где t – время от начала реакции (ч), С0 – 
концентрация вещества в начале реакции, 
С – концентрация вещества в текущий мо-
мент времени.  
На основе экспериментальных дан-
ных установлено, что процесс деструкции 
цЦМФ в водных растворах (при комнатной 
температуре и при нагревании) и при воз-
действии деструктирующих агентов (хло-
роводородная кислота, пероксид водорода 
и нагревание) относятся к реакциям перво-
го порядка. 
Константы скоростей реакций дест-
рукции цЦМФ в различных растворах 
представлены в таблице 1. 
 
Таблица 1 
Константы скорости реакций деструкции цЦМФ в различных растворах 
Водный раствор 
Кислотный и ще-
лочной гидролиз 
Раствор перокси-
да водорода 
Ионы тяжелых 
металлов 
 
Без на-
грева-
ния 
При 
нагре-
вании 
(80-
90ºС) 
0,1 М 
HCl рН=9,0 
1% 
H2O2 
3% 
H2O2 
Fe3+ Cu2+ 
Константа 
скорости  
×10-3 (ч-1) 
0,175± 
0,014 
88,4± 
23,6 
0,160± 
0,027 
11,3± 
1,6 
2,55± 
0,27 
5,97± 
1,43 
0,237± 
0,036 
0,273± 
0,053 
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Идентификация образующихся  
примесей 
Осуществляли идентификацию 
примесей с содержанием более 0,5% от со-
держания цЦМФ в конце срока хранения 
растворов (табл. 2 и рис. 2). На рисунке 1 
представлена хроматограмма цЦМФ с 
примесями (времена удерживания 3,6; 4,1 
и 7,6 мин.) через 14 дней хранения в 0,01 
М HCl. 
 
Рис. 1 Хроматограмма 0,02% раствора цЦМФ в 0,01 М HCl после хранения в течение 
14 дней. 
 
а) Примесь со временем удержива-
ния 3,5 мин 
Данный продукт образуется только 
в растворе пероксида водорода. Поэтому 
логично было бы предположить, что это 
продукт окисления. При сравнении масс-
спектра данной примеси выявляется инте-
ресная особенность: схема распада основ-
ного иона схожа со схемой распада иона 
цЦМФ, т.е. массы основного иона и оскол-
ков больше масс соответствующих ионов 
цЦМФ на 16 и все они повторяются в обо-
их масс-спектрах. Для ионов с N-
гликозидной связью процесс распада ос-
новного иона характеризовался бы образо-
ванием только иона с массой 112,1 (см. да-
лее). В данном же случае образуется не-
сколько ионов, поэтому был сделан вывод 
о сохранении и N-гликозидной и 2,О2’ – 
связи сахара с молекулой пиримидина. В 
литературе [6] указывается, что процесс 
окисления пиримидинов идет в N3 – поло-
жение, что не противоречит полученным 
экспериментальным данным.  
б) Примесь со временем удержива-
ния 3,6 мин 
Время удерживания, УФ-спектр и 
масс-спектр совпадали с данными характе-
ристиками стандартного вещества – цик-
лоцитидина (2,2’-ангидро-β-D-арабинофу-
ранозилцитозин). 
в) Примесь со временем удержива-
ния 4,1 мин 
На основе масс-спектра можно сде-
лать вывод о наличии в соединении пири-
мидинового цикла, о чем свидетельствует 
осколок с m/z+ =112,1 (Mr. цитозина равна 
111,1). Данные УФ-спектра позволяют 
также отнести данное соединение к произ-
водному цитозина, т.к. у производных 
урацила максимумы поглощения в УФ-
спектре находятся при 202-206 и 258-262 
нм (у производных цитозина 210-212 и 
280-282 нм). Наличие двух максимумов в 
УФ-спектре свидетельствует о разрушении 
второго цикла в молекуле вещества. Масса 
основного иона равна 324,6, что соответст-
вует протонированному молекулярному 
иону цитидинмонофосфата (324,2), однако 
различные времена удерживания не позво-
ляют идентифицировать данное вещество 
как ЦМФ. Динамики накопления данной 
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примеси и появления примеси со временем 
удерживания 7,6 мин позволили предпо-
ложить, что данные примеси имеют сход-
ную структуру молекул, а их массы разли-
чались на массу остатка фосфорной кисло-
ты. Т.к. примесь со временем удерживания 
7,6 мин является β-D-
арабинофуранозилцитозином (см. далее), 
то примесь со временем удерживания 4,1 
мин была идентифицирована как β-D-
арабинофуранозилцитозин – 5’- монофос-
фат. 
г) Примесь со временем удержива-
ния 7,6 мин 
Время удерживания примеси и УФ-
спектр примеси совпадали с данными ха-
рактеристиками стандартного вещества – 
β-D-арабинофуранозилцитозина (цитара-
бин). Масса основного иона примеси m/z+ 
=244,6 соответствует теоретически рассчи-
танной для цитарабина (m/z+ =244,2).  
 
Таблица 2 
Некоторые характеристики продуктов деструкции цЦМФ  
при воздействии различных неблагоприятных факторов 
Вещество 
Времена 
удержи-
ва-ния 
цЦМФ и 
примесей, 
мин 
Максимумы 
поглощения в 
УФ-области 
спектра, нм 
Масс-спектр приме-
сей (основной ион и 
его осколки), m/z+ 
Условия образования 
цЦМФ 3,1 206; 232; 262 306,5 (226,5; 190,5; 162,4; 112,1)  
Цитозин-
арабинозид-5’-
монофосфат-N3-
оксид 
3,5 216; 282 322,6 (242,6; 206,5; 178,5; 128,2) 
Только при окисле-
нии 
Циклоцитидин 3,6 206; 232; 262 226,5 (190,5; 162,4; 112,1) 
Образуется при гид-
ролизе в кислой и 
нейтральной средах, 
под действием тяже-
лых металлов 
Цитозин-
арабинозид-5’-
монофосфат 
4,1 212; 280 324,6 (112,1) 
Основной продукт 
деструкции при 
рН=9-11; образуется в 
небольших количест-
вах в кислой и ней-
тральных средах, под 
действием тяжелых 
металлов 
Цитозин-
арабинозид 
7,6 212; 280 244,6 (112,1) 
Присутствует после 
появления в пробе 
цитозинарабинозид-
5’-монофосфата 
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Рис. 2 Схемы реакций деструкции цЦМФ. 
 
ВЫВОДЫ 
 
В щелочной среде цЦМФ сразу и 
полностью подвергается гидролизу, в ней-
тральной и кислой средах цЦМФ относи-
тельно устойчив; цЦМФ подвержен окис-
лению в пероксиде водорода; катионы тя-
желых металлов (Fe3+ и Cu2+) не оказывают 
заметного влияния на устойчивость вод-
ных растворов цЦМФ; водный раствор 
цЦМФ разрушается при нагревании. 
Идентифицированы основные про-
дукты реакций деструкции цЦМФ в вод-
ных растворах при различных значениях 
рН. В кислой и нейтральной средах обра-
зуется преимущественно циклоцитидин, в 
щелочной среде и при нагревании – цито-
зинарабинозид-5’-монофосфат и цитози-
нарабинозид. Наиболее вероятно, что про-
цесс окисления цЦМФ в растворе перок-
сида водорода идет в N3 – положение. 
Проведение стресс-тестов субстан-
ции цЦМФ позволило выявить основные 
факторы, влияющие на химическую ста-
бильность вещества. Были определены ос-
новные продукты деструкции цЦМФ при 
кислотном, щелочном гидролизе, окисле-
нии и нагревании вещества, рассчитаны 
константы скоростей деструкции цЦМФ 
при влиянии различных неблагоприятных 
факторов. Полученные данные позволяют 
разработать лекарственные формы и виды 
упаковок для них, обеспечивающих мак-
симальную степень защиты активных ком-
понентов от деструкции и обеспечить ста-
бильность в течение гарантированного 
срока годности. 
 
SUMMARY 
D.V.Moiseev, T.V.Trukhacheva, 
A.I.Zhebentayev, P.T.Petrov 
INVESTIGATION OF STABILITY OF 
CYCLOCYTIDINEMONOPHOSPHATE BY 
STRESS-TESTING 
In this article stability of cCMP is in-
vestigated by influence of destructing agents 
(hydrolysis, oxidation, temperature, action of 
heavy metals). The determination of reaction 
order and calculation of constants of rate de-
struction are described. Main products of de-
struction of cCMP are determinated by HPLC 
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with diode-array and mass-spectrometry de-
tectors. 
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